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Beschreibung 

[0001] Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung von Proteinpraparationen mit verringertem Aggregatgehalt, 
insbesondere zur Herstellung von medizinischen Praparationen von Blutplasmaproteinen wie etwa Albumin. 

5 [0002] Humane Plasmaproteine werden seit einigen Jahrzehnten in groBem MaBstab gereinigt und fur die Therapie 
und Prophylaxe zuganglich gemaoht. Fur die Praparation von reinen Proteinen oder von Proteinfraktionen aus einem 
komplexen Plasmagemisoh konnen versohiedene Methoden eingesetzt werden wie etwa Fraktionierung mittels seiek- 
tiver Prazipitation oder Auftrennung der Proteingemische mittels chromatographisoher Methoden wie lonenaustausch- 
Chromatographie, Gelfiltration und Affinitatschromatographie. Um optimale Ergebnisse erbalten zu k6nnen, werden 
10 diese Methoden sehr oft auch kombiniert. 

[0003] Fur die Fraktionierung von Plasmaproteinen im groSen MaBstab haben sich seit langer Zeit auch Fallungsme- 
thoden mit Ethanol bewahrt (Cohn et al., J. Am. Chem. Soc. 68 (1946), 459-475; Kistler und Nitschmann, Vox Sang. 7 
(1962), 414-424). Mit dieser Methodik werden auch heute noch weltweit groBe Mengen von Plasmaproteinen, ins- 
besondere Albumin, Immunglobuline und Gerinnungsfaktoren, aber auch weitere Proteine aus humanem Plasma vor 

ib allem fOr medizinischeZwecke isoliert. Die Ethanolfraktionierung von Plasmaproteinen hat jedoch einige Nachteile. So 
kann insbesondere bei hohen Alkoholkonzentrationen oder/und hohen Temperaturen eine teilweise Denaturierung von 
empfindlichen Proteinen erfolgen. Eine solche Denaturierung kann zum teilweisen oder vollstandigen Verlustder phy- 
siologischen Funktion oder zu strukturellen Veranderungen fOhren, welche sich in der Aktivierung von Proenzymen 
oder der Bildung von neuen Antigendeterminanten Oder Proteinaggregaten auBern konnen. 

bo [0004] Um mogliche irrfektiose Kontaminationen, z.B. Viren oder andere Pathogene, zu inaktivieren, k6nnen Blutplas- 
mapraparationen einem abschlieBenden Pasteurisierungsschritt unterzogen werden. Albumin kann beispielsweise 
durch Erhitzen auf 60 bis S4°C fur 10 h in Gegenwart von Stabilisatoren wie etwa N-Acetyltryptophanat Oder Natrium- 
caprylat pasteurisiert werden (Gellis et al., J. Clin. Invest. 27 (1948), 239-244). Weitere Pasteurisiemngsverfahren wer- 
den beispielsweise in den US-Patenten 2,897,123; 3,227,626; 4,379,085; 4,440,679; 4,623,717 und 4,803,073 

25 offenbart. Pasteurisierte Praparationen von Plasmaproteinen haben sich bezuglich der Obertragung von Viren und 
Pathogenen als sehr sicher erwiesen. Ein weiterer Vorteil der Pasteurisierung besteht darin, daB der Proteinprapara- 
tion keinetoxischen Zusatzstoffe beigegeben werden mussen und somit in vielen Fallen eine Inaktivierung von Patho- 
genen im Endbehalter machbar ist. Ein Nachteil der Pasteurisierung besteht jedoch darin, daB ottmals ein deutlicher 
Anstieg der Aggregatbildung gefunden wird. 

so [0005] Diese Aggregatbildung, die zum Errtstehen von visuellen oder subvisuellen Partikeln in teilweise hohen Men- 
gen fOhrt, ist jedoch in hochstem MaBe unerwCinscht, insbesondere in medizinischen und pharmazeutischen Anwen- 
dungen. So konnen groBe Partikel direkt die Funktion von KapillargefaBen beeintrachtigen. UnerwOnschte 
Nebenwirkungen von subvisuellen Partikeln oder Proteinaggregaten sind fOr die verschiedensten Proteinformuiierun- 
gen bekanrrt und bescbrieben worden. Deshalb bestehen die meisten Zulassungsbehorden auf Grenzwerten fur den 

as Aggregatgehalt, beispielsweise von Albumin- oder Immunglobuliniasungen. Aggregate in Immunglobulinldsungen kon- 
nen etwa eine unkorrtrollierte Aktivierung des Komplementsystems ausl6sen und zu schwerwiegenden Nebenwirkun- 
gen fuhren. Von Albuminaggregaten ist beschrieben, daB sie sehr schneii aus der Zirkulation verschwinden, 
wahrscheinlich das RES-System blockieren und den Organismus fur Schockzustande sensibilisieren. Somit kdnnen 
Aggregate in Proteinlosungen im Extremfall zu lebensbedrohenden Situationen fuhren, welche unter alien Umstanden 

40 vermteden werden mussen. 

[0006} Wegen des sehr breiten Anwendungsgebiets von Plasmaproteinen besteht ein sehr hoher Bedarf an Verfah- 
ren, mit denen die Sichemeit, Vertraglichkeit und die bioiogische Aktivitat der Proteine verbessert werden kann. Zusatz- 
lich sollten solche Verfahren wirtschaftlich und einfach anzuwenden sein. 

[0007] Oberraschenderweise wurde gemaB vorliegender Erfindung festgestellt, daB Proteinpaparationen mit verrin- 
45 gertem Aggregatgehalt hergestellt werden konnen, wenn eine z.B. zur Beseitigung mbglicher infektiOser Kontaminatio- 
nen durchgefQhrte thermische Behandlung durch einen vorangehenden oder nachfolgenden Abtrennungsschritt 
verbessert wird, so daB im Endprodukt die Denaturierung oder/und Aggregatbildung signrfikanf reduziert oder verhin- 
dert ist. Durch den Abtrennungsschritt wird ein Protein oder Proteingemisch, welches anschlieBendthermisch behan- 
deft werden soli, bezuglich seinem gewunschten aktiven und nativern Wirkstoff angereichert. Ein Gegenstand der 
so vorliegenden Erfindung ist somit ein Verfahren zur Herstellung von Proteinpraparationen mit verringertem Aggregatge- 
halt umfassend eine thermische Behandlung, wobei das Verfahren dadurch gekennzeichnet ist, daB vor oder/und nach 
der tnermischen Behandlung eine Abtrennung von in der Proteinpraparation vorhandenen Aggregaten, denaturierten 
Proteinen oder/und Kontaminationen erfolgt. 

[0008] Das erfindungsgemaBe Verfahren ist insbesondere zur Herstellung von Praparationen von Blutplasmaprotei- 
55 nen geeignet, jedoch nicht darauf beschrankt. Die Blutplasmaproteine werden vorzugsweise ausgewahlt aus der 
Gruppe bestehend aus Plasminogen, Albumin, Faktor Vlll, Faktor IX, Fibronektin, Immunogiobulinen, Kininogen, Anti- 
thrombinill, a-1 -Antitrypsin, Prakaliikrein, Fibrinogen, Thrombin, (Apo-)-Lipoproteinen und Blutplasmaproteinfraktio- 
nen, die ein oder mehrere dieser Proteine enthalten. Besonders bevorzugt stetlt man eine Praparation von Albumin, 
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Immunglobulinen oder (Apo-)Lipoproteinen und am meisten bevorzugt eine Aibuminpraparation her. 
[0009] Eine durch das erfindungsgemalie Verfahren hergestellte Aibuminpraparation mit verringertem Aggregatge- 
halt ist erhebiich besser Kir medizinische Anwendungen geeignet als Praparate des Standes der Technik. Die 
erfindungsgemaBen Albumirtpraparationen konnen als Plasmaexpander, aber auch fur die Therapie bei Verbrennun- 
gen eingesetzt werden. DarCiber hinaus sind auch weitere Anwendungen moglich, wie etwa das Ultraschail-lmaging 
Oder der Zusatz als Stabilisator zu Proteinlosungen, insbesondere wenn es sich dabei urn hochaktive Proteine Oder 
Peptide in geringen Konzentrationen handelt, wie etwa Hormone, Chemokine, Zytokineoder Enzyme, die heute oft mit 
rekombinanter Technologie hergestellt werden. 

[001 0] Besonders ist das erf indungsgem&Be Verfahren auch zur Herstellung von Praparationen chemisch modrfizier- 
ter Proteine geeignet, wobei die Modifikation an funktionellen Qruppen der Proteine, insbesondere an funktionellen Sei- 
tenketten, durchgefQhrt wird. Chemisch modifizierte Proteine, z.B. Albumin, konnen beispielsweise als Trager von 
funktionellen Molekulen eingesetzt werden, die in vivo nicht in die gewunschten Kompartimente des Organismus gelan- 
gen oder in freier Form nicht die gewunschte Aktivitat aufweisen. Vorzugsweise wird die chemische Modifizierung aus- 
gewahlt aus der Gruppe bestehend aus Polyethylenglykol-Modifizierung, lodierung, Acylierung, z.B. Acetylierung, 
Oxidation, z.B. mit Peroxiden, Nitroxylierung und Quervernetzung, z.B. mit bifunktioneilen Linkern. 
[0011] Der fur das erfindungsgemaSe Verfahren wesentliche Schritt, d.h. eine mindestens teilweise Abtrennung von 
Aggregaten, denaturierten Proteinen oder/und Kontaminationen vor oder/und nach einer thermischen Behandiung, 
kann eine Failung, z.B. mit Ammoniumsulfat, Ethanol Oder Polyethylenglykoi, verbunden mit einer Abtrennung der aus- 
gefatiten Aggregate nach bekannten Methoden, z.B. durch Zentrifugation, umfassen. Daruber hinaus kann die Abtren- 
nung auch eine Gelfiltration umfassen z.B. mit Fractogel EMD Bio SEC (Merck) oder mit anderen Gelfiltrationsmedien 
wie etwa Sephadex oder Sepharose (Pharmacia). Vorzugsweise erfolgt die Abtrennung jedoch durch Membranf iltration 
urrter Verwendung von Membranen geeigneter PorengroBe, z.B. einer AusschluBgrfiBe von 30 bis 1000 kD und ins- 
besondere von 1 00 bis 500 kD, wobei unerwQnschte Bestandteile mit einem Molekulargewicht oberhalb der Ausschlu B- 
groBe abgetrennt werden. Weiterhin kann die Abtrennung auch eine Nanof iltration, wie sie zur Abreicherung von Viren 
eingesetzt wird, umfassen, z.B. unter Verwendung der Filtrationsmaterialien DV20 oder DV50 (Pall Corp New York 
USA) Oder Planova 1 5 N (Asaki, Tokyo, JP). 

[0012] Die vor oder vorzugsweise nach der Abtrennung durchgefQhrte thermische Behandiung umfaBt vorzugsweise 
eine Temperaturerhdhung Ober einen langeren Zeitraum, z.B. einen Pasteurisierungsschritt, der auf bekannte Weise 
erfolgen kann. Ublicherweise umfaBt die thermische Behandiung ein Erhitzen der Proteinlosung auf mindestens 55°C 
fQr eine ausreichende Dauer, urn infektiose Verunreinigungen zumindest weitgehend zu inaktivieren. Die Dauer des 
Erhitzens betragt vorzugsweise mindestens 5 h, besonders bevorzugt ca. 1 0 h. Die Temperatur beim Erhitzen liegt vor- 
zugsweise im Bereich zwischen 60 und 65°C. Urn eine Inaktivierung der Proteine zu verhindern, wird die thermische 
Behandiung vorzugsweise in Gegenwart von bekannten Stabilisatoren wie etwa N-Acetyltryptophanat oder Natriumca- 
prylat tm Falls von Albumin durchgefQhrt. 

[0013] Wahrend bei vielen Proteingemischen der oben genannte Abtrennungsschritt bereits for sich eine ausrei- 
chende Verringerung der Bildung von Aggregaten, denaturierten Proteinen oder/und Kontaminationen bewirkt, konnen 
in anderen Fallen die gewOnschten Resultate nur dadurch erhalten werden, daB vor der Abtrennung ein Vorbehand- 
lungsschritt durchgefflhrt wird, bei dem in der Proteinpraparation vorhandene aggregierbare oder/und denaturierbare 
Komponenten in einen abtrennbaren Zustand OberfOhrt werden, Vorzugsweise umfaBt der Vorbehandlungsschritt eine 
Veranderung physikalisch-chemischer Parameter in der Proteinpraparation, insbesondere eine Stressbehandlung, urn 
in der Praparation bereits vorhandene denaturierte, teilweise denaturierte oder empfindliche Molekule oder Kontami- 
nationen zu aggregieren oder auf andere Weise in einen Zustand zu bringen, aus dem sie mit dem nachfolgenden 
Abtrennungsschritt entfernt werden konnen. Diese Veranderung physikalisch-chemischer Parameter kann beispiels- 
weise eine Anderung des pH-Werts, eine Anderung, insbesondere eine ErhOhung, der Temperatur, eine Anderung der 
lonenstarke oder die Dielektrizitatskonstante, das ZufOhren von Scherkraften oder eine Kombination von zwei oder 
mehreren dieser Mafinahmen umfassen. 

[001 4] Besonders bevorzugt umfaBt dieser Vorbehandlungsschritt eine Erhohung der Temperatur der Proteinprapa- 
ration. Das AusmaB und die Dauer dieser Temperaturerhdhung sind von der jeweiligen Proteinpraparation bzw, deren 
Empfindlichkeit abhangig. Einerseits sollte die Temperaturerhohrung und deren Dauer ausreichend sein, urn einen 
mbgiichst groBen Anteil aggregierbarer Komponenten in einen abtrennbaren Zustand Cberzuf uhren; andererseits dOr- 
fen die Bedingungen nicht zu drastisch gewahlt werden, urn eine Inaktivierung der erwunschten Proteine in der Prapa- 
ration moglichst weitgehend zu vermeiden. For eine Vieizahl von Proteinen, beispielsweise for Albumin hat es sich als 
gQnstig erwiesen, die Proteinpraparation fur eine Dauer von 30 min bis 4 h, insbesondere fDr 1 h bis 2,5 h auf eine Tem- 
peratur von 40 bis 70°C, insbesondere von 45 bis 65*C zu erhitzen. 

[001 5] Das erf indungsgemaBe Verfahren eignet sich besonders zur Herstellung von medizinischen Proteinprapara- 
tionen mit verringertem Aggregatgehalt. Vorzugsweise wird der Aggregatgehalt gegenuber einer - ansonsten gleicrten 
- Proteinpraparation ohne den Abtrennungsschritt urn mindestens 10%, besonders bevorzugt urn mindestens 30% und 
am meisten bevorzugt um mindestens 50% verringert In manchen Fallen wird sogar eine Verringerung des Aggregat- 
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gehalts urn 90% oder daruber erzielt. 

10016] SchlieBiich betrifft die Erfindung aucn noch eine Proteinprfiparation mit verringertem Aggregatgehalt, die 
durch das erfindungsgemaBe Verfahren hergestellt wurde. Diese Proteinpraparation ist insbesondere for medizinische 
Anwendungen erheblich besser geeignet ais Praparate des Standes der Technik, da sie bei therapeutischer Anwen- 
s dung erhebitoh weniger Unvertraglichkeitareakiionen auslost, 

[0017] SchlieBiich wird die Erfindung noch durch die nachfolgenden Beispieie eriautert. 

Beispiele 

w Beispie! 1 

[0018] Eine Albuminlosung (10% in 10 mmol/l NaCI) wurde 90 min bei 45°C inkubiert AnschlieBend wurde die 
L6sung durch eine Kassette mit einem Molekulargewicht-Cut Off von 300 kD diafirtriert. Das Uitrafiltrat, das vorwiegend 
monomeres Albumin enthalt, wurde in Gegenwart von Stabilisatoren (16 mmol/l Na-Caprylat, 16 mmol/l Acetyltrypto- 
u phan) 10 h lang bei 60°C pasteurisiert 

Resultate: 

[0019] Der Aggregatgehalt war nach der Vorinkubation 2%, nach der Ultrafiltation im (Uitrafiltrat) > 0,1% und nach 
so dem Pasteurisieren 0,6%. Im Retentat der Ultrafiltration wurde eine starke Anreicherung der Aggregate gemessen (> 
80%), Ohne Vorinkubation und anschlieBende Diafittration wurde nach der Pasteruisation ein Aggregatgehalt von 6% 
gemessen. Die ResuHate wurden nicht wesentlich durch Zugabe von Stabilisatoren (N-Acetyltryptophanat und Natri- 
umcaprylat) wahrend der Vorinkubation des Albumins beeirtfluBt. 

[0020] Ein analoger Versuch wurde mit einer kommerzieli erhaltlichen Albuminlfisung (20% in 140 mmol/l NaCI, 12 
25 mmol/l N-Acetyltryptophanat und Na-Caprylat) durchgefohrt. Das Verhatten der L&sungen wahrend des Versuchs und 
die Resultate waren im Wesentiichen identisch wie mtt der 10% Albuminlosung ais Ausgangsmaterial. 

egstimmung de s Agg re ^a&ehMgsdaiJ^^ 

30 [0021 ] 1 mg Protein wurde mittels High Performance Gel Filtration auf einer Superose HR 10/30 Saule (Pharmacia) 
in 70 mmol/l Kaliumphosphat-Puffer, pH 7,0 mit einem Flu 8 von 1,0 ml/min aufgetrennt. Die Detektion erfolgte durch 
Bestimmung der Absorption bei 280 nm. Der Monomer- bzw. Aggregatgehalt der Proben wurde Ober die Fiachen der 
Proteinpeaks berechnet. 

sb Beispiel 2 

[0022] Eine Albuminlosung (10%, enthaltend je 8 mmol/l Stabilisatoren) wurde mit 1 mol/l NaOH auf pH 10,5 einge- 
stelrt und anschlieBend 2 h bei 65°C erwarrrrt. Danach wurde die Losung auf Raumtemperatur abgekuhlt und der pH- 
Wert mit 1 mol/l HCI auf 7 rCicktitriert. 
40 [0023] Mittels seiektiver Fallung wurden die gebildeten Aggregate wie folgt entfernt: 

(a) Die Losung wurde mit Ammoniumsulfat bis zu einer Sattigung von 25%, 30% oder 35% versetzt. Die danach 
auftretende Trubung wurde mittels Zentrifugation entfernt und der Uberstand mittels Gelf iltration auf Sephadex G- 
25 (PD-10, Pharmacia) in 1 50 mmol/l NaCI umaquilibriert. AnschlieBend wurde in Gegenwart von Stabilisator (Na- 

45 Caprylat, N-Acetyitryptophanat, je 8 mmol/l) bei 60°C wahrend 1 0 h pasteurisiert. 

(b) Die Losung wurde mit Polyethylenglykol (PEG) 3000 bis zu einer Endkonzentration von 6,1%, 7,1% oder 8,3% 
versetzt und die damit verursachte Trubung mittels Zentrifugation entfernt. Der Uberstand wurde anschlieBend wie 
unter (a) umaquilibriert und zur Gewinnung des Endprodukts in Gegenwart von Stabilisatoren pasteurisiert. 
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% Aggregatgehalt im 
Endprodukt 


% Abnahme der Aggre- 
gatbildung bez. Kon- 
trolle 


Aibumin ohne Vorbehandiung (Kon- 
trolie) 




22,9 




Ammonlumsulfat 




15,8 


31 




30% 


3,7 


84 




35% 


2,8 


88 


PEG 


6,1% 


20,5 


10 




7,1% 


16,8 


27 




8,3% 


9,3 


59 



Beispiei 3 



Aktivieruna von PEG: 

[0025] 5,5 g Cyanurchlorid wurden in 400 ml wasseilreiem Benzol enthaltend 1 0 g Natriumcarbonat gelost. 19 g PEG 
1900 wurden der Mischung zugegeben und uber Nachl bei Raurrrtemperatur geruhrt. Die Losung wurde filtriert und 
langsam wurden 600 ml Petrolether zugegeben. Die Suspension wurde filtriert und das Prazlpltal in 400 ml Benzol 
gelost. Der Fallungs- und Rltrationsvorgang wurde mehrmals wiederholt, um freies Cyanurchlorid zu entfernen. 

Bindung ces„aKtivierten PEG a jiAi bgrn'n: 

[0026] 1 g Albumin wurde in 100 ml 0, 1 mo\/\ Natriumtetraborai, pH 9,2 geldst. Bei 4°C wurden 8 g aktiviertes PEG 
zugegeben und der pH-Wert wahrend einer Stunde bei 9,2 gehalten. 80 bis 90% der primaren Aminogruppen wurden 
so mit PEG modifiziert. Nach der Reaktion wurde uberschussiges PEG mittels Diafiitration (10 kD Cut-Off Membran) 
entfemt und die Losung gegen 1 0 mmoi/l NaCI umgepuffert. Die Ldsung wurde anschlieBend wie in Beispiei 1 bei 45°C 
vorinkubiert. duroh eine 300 kD Kassette diafiltriert und in Gegenwart von Stabilisatoren bei 60°C 10 h pasteurisiert. 

Resultat: 

[0027] ' Ohne Vorinkubation wurde im PEG-modif izierten Albumin ein Aggregatgehalt von 1 0% gemessen. Durch Vor- 
inkubation und anschlieBende Diafiitration konnte der Aggregatgehalt auf 4,5% gesenkt werden. 

Beispiei 4 

[0028] Eine 20%ige Albuminldsung wurde mit 0,1 mow Boratpuffer pH 9,5 auf 10% verdunnt und auf 0°C abgekuhlt, 
AnschlieBend wurden 20% (v/v) kalte KJ 3 Losung zugegeben und 30 min bei OX inkubiert. Die Reaktion wurde durch 
Zugabe von einigen Tropfen NaS0 3 (1 moM) gestoppt, die Proteinlesung 2 h bei 60°C inkubiert und abgekOhlt. Ein Ali- 
quot wurde fur 8 h bei 60°C inkubiert (zur Beurteilung der Aggregatbildung). 

[0029] Der Rest der Losung wurde uber eine 300 kD Membran gegen 4,5 Volumina 140 mmol/l NaCI diafiltriert. 
Zuletzt wurde das Retentat auf eine Proteinkonzentration von 20% eingeengt. Das Ultrafiltrat wurde mittels 10 kD Dia- 
fiitration umgepuffert: Diafiitration gegen 10 Volumina 140 mmol/l NaCI und anschlieBende Konzentrierung an der 10 
kDa Diafiltrationsmembran auf einen Proteingehalt von 15 bis 20%. Die resultierende Proteiniosung wurde wie in Bei- 
spiei 1 in Gegenwart von Stabilisatoren pasteurisiert. 

[0030] Mit Vorbehandiung (Vorinkubation, 300 kD Diafiitration) wurde im iodierten Albumin ein Aggregatgehalt von 
5,2% erreicht, ohne die Vorbehandiung wurde ein Aggregatgehalt von 12,7% gemessen, d.h. es konnte eine Senkung 
um 59% erreicht werden. 
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Beispie! 5 

10031] Albumin (20%) wurde mit gesattigter Na-Acetat Losung pH 7,5 1 :2 verdOnnt und auf 0°C abgekflhlt. Innerhalb 
1 h wurde in Portionen Essigsaureanhydrid zudosiert (gieiches Gewicht wie das vorgelegte Protein). AnschlieBend 
s wurde der pH-Wert auf 7,5 eingesteiit, die Probe durch einen 1 ,2 Filter filtriert und mittels 10 kD Diafiltration urnge- 
puffert (gegen 30 Volumina 140 mmol/l NaCI). 

[0032] Die Proteinlosung wurde 2 h bei 60°C inkubiert, dann abgekuhlt und Ober eine 300 kD Membran gegen 4 Volu- 
mina 1 40 mmol/l NaCI diafiltriert. Zuletzt wurde das Retentat auf ca. 20% eingeengt. Das Ultrafiltrat wurde mittels 1 0 
kD Diafiltration urngepuffert (Diafiltration gegen 1 0 Volumina 1 50 mmol/l NaCI) und an der gleicben Membran auf einen 
10 Proteingehalt von 15-20% konzentriert. Die Ldsung des acetylierten Albumins wurde anschlieBend wie in Beispiel 1 in 
Gegenwart von Stabilisatoren pasteurisiert. 

[0033] Mit Vorbehandlung (Vorinkubation, 300 kD, Diafiltration) wurde im Endprodukt ein Aggregatgehalt von 62% 
gemessen, ohne die Vorbehandlung gelierte das acetylierte Produkt, d.h. es war kein losliches Protein mehr vorhan- 
den. 

15 

Beispie? 6 

[0034] Eine Albuminldsung (10%) mit 0,5 mmol/l EDTA wurde mit 0,1 M Perchlorsaure auf pH 3,2 eingesteiit und auf 
30°C erwarmt. Der Proteinlosung wurde H 2 0 2 ad 0,5 mmol/i zugegeben. AnschlieBend wurde wahrend 2 h bei SO^C 
20 inkubiert. Nach der Inkubation erfolgte eine 10 kD-Diafiftration gegen 4 Volumina 140 mmol/i NaCI. Das Retentat wurde 
Qber eine 300 kD Membran gegen 2 Volumina 140 mmol/l NaCI diafiltriert, zuletzt wurde das Retentat auf 1 5 bis 20% 
Proteinkonzentration eingeengt. 

[0035] Das Ultrafiltrat wurde mittels 10 kD Diafiltration urngepuffert (10 Volumina 140 mmol/l NaCI) und an derselben 
Membran auf einen Gehalt von 10 bis 15% Protein konzentriert. Die Losung des oxidierten Albumins wurde anschlie- 
25 Bend wie in Beispiel 1 in Gegenwart von Stabilisatoren pasteurisiert. 

[0036] Mit Vorbehandlung (300 kD Diafiltration) wurde im Endprodukt ein Aggregatgehalt von 1 , 1 % gemessen. Ohne 
die Vorbehandlung wies das oxidierte Albumin einen Aggregatgehalt von 1 1,1% auf. Der Aggregatgehalt konnte somit 
urn 90% gesenkt werden. 

30 Beispiel 7 

[0037] Eine Albuminlosung (10%, 20 ml) wurde mit NaOH auf pH 8,5 bis 9,0 eingesteiit. Dazu wurden 50 mg Dime- 
thyl-Suberimidat, suspendiert in 2 ml Triethanolamin bei pH 9,7 gegeben und 2 h bei Raumtemperatur inkubiert. Die 
Reaktion wurde durch Zugabe von 1 0% (v/v) 0, 1 mol/l Tris pH 8,5 gestoppt. Die Proteinlosung wurde anschlieBend 2 h 
ss bei 60 D C inkubiert und danach abgekuhlt. 15 ml dieser Losung wurden Qber eine 300 kD Membran diafiltriert (gegen 
12 Volumina 140 mmoi/l NaCI). Zuletzt wurde das Retentat mdglichst stark eingeengt. 

[0038] Das Ultrafiltrat wurde mittels 10 kD Diafiltration gegen 30 Volumina 140 mmol/l NaCI urngepuffert und anschlie- 
Bend mittels Vakuumdialyse gegen 140 mmol/l NaCI auf einen Gehalt von 15 bis 20% Protein konzentriert. Die Losung 
des durch den Crosslinker modifizierten Albumins wurde anschlieBend wie in Beispiel 1 in Gegenwart von Stabilisato- 
40 ren pasteurisiert. 

[0039] Mit Vorbehandlung (Inkubation, 300 kD Diafiltration) wurde im Endprodukt ein Aggregatgehalt von 2,5% 
gemessen. Ohne die Vorbehandlung wies das modifizierte Albumin einen Aggregatgehalt von 20,5% auf. Der Aggre- 
gatgehalt konnte somit urn 88% gesenkt werden. 

45 Beispiel 8 

[0040] Einer Albuminlosung (10% Protein, in 10% Ethanol) wurden 4-(2-Bromacetamido)-2,2,6,6-tetramethylpiperi- 
din-1-oxyl (BrAcTPO; gelost in Ethanol, 500 mg/ml) zugegeben (0,177 g BrAcTPO/g Protein). Die Ldsung wurde auf 
45°C erwarmt, der pH-Wert wurde mit NaOH auf 9,5 eingesteiit und durch kontinuierliche Zugabe von Lauge wahrend 

so 2 bis 3 h auf diesem Wert gehalten. AnschlieBend wurde der pH-Wert mit HCI auf 7,2 rucktitriert und die Losung 90 min 
auf 60°C erwarmt. Danach erfoigte eine 300 kD Diafiltration mit 15 Volumina 140 mmol/l NaCI. Das Ultrafiltrat wurde 
mit 10 kD, 5 bis 10 Volumina 140 mmol/l NaCI diafiltriert und schlieBlich an derselben Membran auf einen Proteingehalt 
von 20% konzentriert. Die Losung wurde in Gegenwart von Stabitisatoren wie unter Beispiel 1 pasteurisiert. 
[0041] Mit Vorbehandlung (Inkubation, 300 kD Diafiltration) wurde im poiynitroxyiierten Albumin ein Aggregatgehalt 

ss von 0, 1 % gemessen. Ohne die Vorbehandlung wies das modifizierte Albumin einen Aggregatgehalt von 5,5% auf. Der 
Aggregatgehalt konnte somit urn mehr als 90% gesenkt werden. 
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[0042] Eine Losung von Apolipoprotein A-l (1 0 g/l, in 1 0 mmoi/NaCI) wurde bei pH 5,0 bei 60°C wahrend 2 h inkubiert 
AnschiieBend wurde der pH Wert auf 7,5 eingestellt und Guanidin-HCI zugegeben zu einer Konzentration von 2 mol/l 
und bei 45"C fur 2 h inkubiert. Diese LOsung wurde uber eine 300 kD Membran diafiltriert (10 Vol 10 mmoi/l NaCI) und 
anschlieRend mit einer 10 kD Membran diafiltriert und auf 10 g/l aufkonzentriert. 

[0043] Ohne Vorbehandlung (4 Versuche) wurden in den Apolipoprotein A-l L6sungen Aggregatgehalte von 2 4% bis 
5,4% gemessen, mtt Vorbehandlung (3 Versuche) konnte der Aggregatgehalt auf 0,4 bis 0,8% gesenkt warden', 

Beispiel 10 

[0044] Eine Losung von Immunglobulin G (20 g/l, i 3 mmol NaCI/L) wurde bei pH 7,0, bei 45"C wahrend 12 h inku- 
biert. Der Gehalt an Aggregaten stieg wahrend der Vorbehandlung von < 0,1 auf 1 ,0% AnschiieBend wurde uber ein 
Acrylgel (Sepharyl S-300 HR) gerfiltriert, der pH-Wert mit HCi auf 5,3 eingestellt und mit einer 10 kD Membran auf 120 
g/l aufkonzentriert. Der Aggregatgehalt lag bei 0,2% und blieb wahrend der Lagerung wahrend 6 Monaten bei 37°C sta- 
bil. In einer mcht behandeiten Vergleichslosung stieg der Gehalt unter denselben Bedingungen auf 0,8%. 

Patentanspriiche 

1 . Verfahren zur Herstellung von Proteinpraperationen mit verringertem Aggregatgehalt umfassend eine thermische 
Behandiung, 

dadurch gekennzeichnet, 

daB vor oder/und nach der thermischen Behandiung eine Abtrennung von in der Proteinpraparation vorhandenen 
Aggregaten, denaturierten Proteinen oder/und Kontaminationen erfolgt. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB eine Reparation von Blutplasmaproteinen hergesteilt wird. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB die Blutplasmaproteine ausgew&hlt werden aus der Gruppe bestehend aus Plasminogen, Albumin Faktor VIII 
Faktor IX, Fibronektin, Immunoglobulinen, Kininogen, Antithrombin III, a- 1 -Antitrypsin, Prakallikrein Fibrinogen' 
Thrombin, (Apo-)Upoproteinen und Blutplasmaproteinfraktionen, die ein oder mebrere dieser Proteine enthalten. ' 

4. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 3, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB eine Praparatjon von Albumin, Immunglobulin oder (Apo-) Lipoprotein hergesteilt wird. 

5. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 4, 
dadurch gekennzeichnet, 

daBeine Preparation von chemisch modifizierten Proteinen hergesteilt wird. 

6. Verfahren nach Anspruch 5, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB die chemische Modif izierung ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus Polyethyienglykol-Modifizieruna 
lodierung, Acyiierung, Oxidation, Nitroxylierung und Quervernetzung. 

7. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 6, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB die thermische Behandiung ein Erhitzen der Proteinpraparation auf mindestens 55°C far eine ausreichende 
Dauer umfaBt, urn infektiOse Verunreingungen zumindest weitgehend zu beseitigen. 

8. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 7, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB die Dauer der thermischen Behandiung mindestens 5 h betragt. 



Verfahren nach einem der AnsprOche 1 bis 8, 
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dadurch gekennzeichnet, 

daB die thermische Behandlung in Gegenwart von Stabilisatoren durchgefuhrt wird. 

10. Verfahren nach einem dsr Anspruche 1 bis 9, 
dadurch gekennzeichnet, 

da8 die Abtrennung einen Fallungsschritt umfaBt. 

11. Verfahren nach Anspruch 10, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB die Failung durch Zugabe von Ammoniumsulfat, Ethano! Oder Polyelhylenglyko! erfolgt. 

12. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 1 1 , 
dadurch gekennzeichnet, 

daB die Abtrennung einen Getfiitrationsschritt umfaBt. 

13. Verfahren nach einem der AnsprQche 1 bis 12, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB die Abtrennung eine Nanofiltration umfaBt. 

14. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 13, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB die Abtrennung eine Membranfiltration umfaBt. 

15. Verfahren nach Anspruch 14, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB fOr die Membranfiltration eine AusschluBgroBe von 30 bis 1000 kD gewahlt wird. 

16. Verfahren nach einem der vomergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB vor Abtrennung ein Vorbehandlungsschritt durchgefuhrt wird, bei dem in der Proteinpraparation vorhandene 
aggregierbare oder/und denaturierbare Komponenten in einen abtrennbaren Zustand uberfuhrt werden. 

17. Verfahren nach Anspruch 16, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB der Vorbehandlungsschritt eine Veranderung physikaiischohemischer Parameter in der Proteinpraparation 
umfaBt. 

18. Verfahren nach Anspruch 17, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB die Veranderung physikalisch-chemischer Parameter eine Anderung des pH-Werts, eine ErhShung der Tem- 
peratur, eine Anderung der lonenstarke oder der Dielektrizitatskonstante, das Zufiihren von Scherkraften Oder eine 
Kombination von zwei Oder mehreren dieser MaBnahmen umfaBt. 

19. Verfahren nach Anspruch 18, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB die Temperaiur der Proteinpraparation erheht wird. 

20. Verfahren nach Anspruch 19, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB die Proteinpraparation fur 30 min bis 4 h auf eine Temperatur von 40°C bis 70°C erhitzt wird. 

21 . Verfahren nach Anspruch 20, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS die Proteinpraparation fOr 1 h bis 2,5 h auf eine Temperaiur von 45-65°C erhitzt wird. 

22. Verwendung des Verfahrens nach einem der AnsprQche 1 bis 21 , zur Herstellung von medizinischen Proteinprapa- 
rattonen mit verringertem Aggregatgehalt. 
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23. Verwendung nach Anspruch 22, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB der Aggregatgehalt gegenuber einer Proteinpraparation ohne Abtrennungsschritt um mindestens 10% verrin- 
gert wird. 



24. Verwendung nach Anspruch 23, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB der Aggregatgehalt um mindestens 50% verringert wird. 

w 25. Proteinpraparation mitverrtngertem Aggregatgehalt hergestellt durch ein Verfahren nach sinem der Anspruche 1 
bis 21. 
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